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第者言命

1890年代に血清中に存在する易熱性の殺菌因子として発見された

補体は、その後研究が進むにつれて、単一の蛋白質ではなく約 30種

瀬もの蛋白質群から構成され、生体内での異物排除ならびに種々の免

疫反応に関与していることが明らかとなってきた。故に補体系蛋白と

は、 ffIJ体系が活性化された時一連の反応、に直接的に関わる 13種類の

補体成分 (Clq， Cl r， Cl s， • C4， C2， C3， C5， Cs， C7， C8， C9， B， D) 

と、補体活性化を調節する 6種類の血疑蛋白質 (C1-INA，C4bp， 1I， 1， 

p， S-prot e i n)、及び 11種類の膜蛋白質、すなわち活性化された補

体成分フラグメントに対するレセプター (CRl， CR2， CR3，. CR4， 

C3a/C4a receptor， C5a receptor， C1q receptor)あるいは膜結合制

御蛋白質 (CRl，出CP，DAF， lIRF/C8bp， P18)をさす。

補体系の活性化経路には、主iこ免疫複合体による Clの活性化から

始まる classicalpathwayと、抗体を介さずに異物表面上で直接 C3

より活性化の進む alternativepathwayの二経路が存在する〈国1)。

両経路は全く別々に鋤くのではなく互いに関連し活性化の増幅が生じ

るとされている。 補体系の反応の主な特徴は、む5分解lこ歪るまでの

一連の醇素による限定分解反応と、 membraneattack complex (MAC) 

と時ばれる肢障害性の C5b-9複合体の形成に至る酵素反応、を含まな

い分子集合反応である。限定分解反応、に伴って生じる低分子の C3a、

C旬、 C5aは平滑筋収縮や血管透過性の冗進を生じさせ、 C5aは食細

胞の動員を起こす 1サ}。また C2bのプラスミン分解フラグメントに

キニン様活性が見いだされ 40)、これら低分子フラグメントが炎症の成

立に関与していると考えられている。
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〈図 1) 

活性化経路の概要

(COMPLEMENT， S. K. A. Law， 

and K. B.却.Reid. IRL Press. 

1988.より引用)
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 一方、 C4b，C3bフラグメントは補体系の活性化物質に共有結合で

結合する。 活性化物質が細胞の場合、股上で C3コンベルターゼ

(C4b2a， • C3bBb)、さらに C5コンベルターゼ(C4b2a3b，C3bBb3b)が

形成され、 MACによる細胞の損傷あるいは溶解が生じる。また活性化

物質lこ結合した C3b，C4bフラグメントは好中球、マク口ファージ、
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赤血球上に存在する穏々の C3レセブターを介しての異物排除を媒介

するロ従って、補体の生物学的役割を考える時、最も重要な反応段階

は C3/C5コンペルターゼの形成であろうと思われる。古典的経路で

の C3コンペルターゼの形成は生体内では主として C1複合体と免疫

複合体の相互作用によって引き起こされる。 C1複合体は図 2，こ示す

ように C1q1分子と Clr、Cls各々 2分子から構成されている 530
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〈図 2)

C1按合体の構造 5】

し一一一一日一」
!On打、

む1q分子は 18本のポリペプチド鎖からなり、 6偲の腕のまわりで

Clr2…Cls 2四量体と相互作用していると考えられている S-9 ) 0 . Cl 

複合体内でじlq分子自体は酵素活性を持たず、免疫グロプリンの認

識と結合に関与-し、その結果セリンエステラーゼ前駆体である Clr

の自己活性化を生じさせる。活性型 Clrがやはりセリンエステラー

ゼ前駆体である C1sを Clsへと限定分解することにより最終的に活

性型 Clが生じる。古典的経路での C3コンペノレターゼの形成には、

この Cl複合体内の Clsが Cls こ活性化されることが必須条件であ

る。活性化された C1sは基質である C4と C2を限定分解すること
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によって 2分子複合体め C3コンペルターゼ C4b2aを形成する。

著者は、古典的経路における最も重要な酵素である Clsの反応機

構を明らかにする目的で Cls，こ対するモノクローナ Jレ抗体 (MAb)を

作製し、種々の解析を行った。本論文では(1)モノクローナル抗体

による Clsの機能解析、 (2)Clsの C4結合ドメインの同定、 (3)

Cl複合体と免疫複合体との相互作用への Clsの関与ι関する研究の

結果について述べる。
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ヱド言命

第一章 モノクローナル抗体による Clsの機能解析 10 ) 

Clsは補体第一成分 Clの亜成分として 50μg/mlの濃度で血疑中

に存在する糖蛋白質である。プロ酵素型の Clsは分子量約 83kdの

一本鎖ポリペプチドであるが、 Clrにより Arg-Ile結合が切断され

ると分子量 56kdの H鎖と分子量 27kdの L鎖が s-s結合で架
摘されたこ本鎖ポリペプチド構造をとり活性型 Clsとなる 11) (図 3)。
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cTsはセリンプロテアーゼで、 L鎖のアミノ酸一次配列は他のセリン
プロテアーゼ、(トリプシン、プラスミン、カリクレイン、トロンピン

など)と相向性が高く、セリンプ口テアーゼ特有の活性残基である

His-57、Asp-l02、Ser-195(キモトリプシン番号)が L鎖内に保持

されていることが示されている 12】。 Clsの基質特異性は高く、補体策

4成分 C4の α鎖の N末端側から分子量 8，000の位置の Arg-Ala
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結合を切断し C4を C4aと C4b，こ分断する。またもう一つの基質で

ある補体第 2成分 C2の N末端側から分子量 34，000の位置のArg-

Lys結合を切断し C2bと C2aを生じさせる(図 3)。しかし、む1s上

の問ーの活性部位が C4及び C2の限定分解反応に関与するのか、あ

るいは異なる活性部位によって限定分解されるのかは不明である。

1975年にまらherと Milstein13)によって考案された抗体産生細胞

とミエローマ細胞の融合によるモノクローナル抗体産性理論と技術は、

特定の抗原決定基とのみ反応する抗体を得ることを可能にし蛋白質の

機能解析を行う上で有用な手段であると思われた0・著者は Clsの構

造と機能の関連を明らかにするため、 Clsを精製し、それに対するそ

ノクローナル抗体安作製した。

本意では、(1)モノク口ーナル抗体の特徴、 (2)む1sの酵素活性に

及ぼすモノクローナル抗体の影響、及び (3)C1-INAによる C1sの

阻害に及ぼすモノクローナル抗体の影響について述べる o

第一節 訂s，こ対するモノクローナル抗体の特徴

(1) MAbの作製及び、抗原への結合活性

C1s こ対する MAbは、高純度に精製したヒトピlsを (BALB/cX C 

57BL/めれマウスに免疫し、その牌細胞を BALB/c由来のミエロー

マ細胞 NS-l細胞とポリエチレングリコール法により融合して得た。

培養細胞上清中の抗体活性は ELISA法でスクリーニングし陽性ク口

一ンのみを選んだ後、更に Clsによる C4，C2分解活性を阻止する

クローンをマイク口プレートによる溶血反応の紐止で選択した。陽性

クローンはサブクローニングし、得られた細胞をマウスの腹腔内に注
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射して腹水を採取した。抗体は硫安沈澱後 DEAE-Sephacelカラムを

用いて精製した。得られた MAbは表 1，こ示す通りである。抗体のサ

ブクラスは抗マウスサブクラス抗体を用いてオクタロニー法で決定し

た。スクリ…ニングの段階で Clsの酵素活性を阻害しうる MAbとし

て得られたものはM365，M81， 及び却241の 3クローンであった。

表 1

MAb Subclass MAb.の結合むlssubunit 

M365 γ1 ， κ H鎖

M81 γ1， κ 11 

M20 γ1， κ II 

M80 γ1， κ II 

話9 γ1， κ L 

M241 γ2 b，κ L 

M36 γ2b，κ II 

M86 γ2b，κ L 

1.0， C1吉 C1s 
.-・・、旬、.
A一一・向

" 、¥

.〆
0 0.015 0.25 4 64 0.015 0.25 4. 6-4 

Antibody concentration (1'9 Iml J 

(図 4) MAbのcTs及び‘Clsへの結合(ELISA)

精製cisあるいはClsを固定したマイクロプレートの各ウェルに横軸に

訴した濃度のMAb(... M365、.M81、 . M241)を加えて室温で60分間

反応させた。HRP結合抗マウス IgGと基質とを加えて発色させ、 492nm

の吸光度を制定しMAbの結合活性を調べた。
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活性型 Cls(cls)とプロ酵素型 Cls(Cls)への結合を ELISA法

で調べると、 M3s5，M81は両者いずれにも結合するが M241は Cls

にのみ結合した(図 4)。すなわち M241は一本鎖構造の Clsが切断

をうけて二本鎖構造の Clsに構造変化を起こした時に新しく生じる

コンブォメーションを認識していることを示している。更に、溶液中

における Clsあるいは Clsと各 MAbの結合の有無を SDSを含まな

い PAGEで確認した。図 5Clane 5，9)に示すように、溶液中におい

ても却241は Clsには結合せず Clsにのみ結合したo M81， M365は

Cls， cTsいずれにも結合した。

1 2 3 4 5 6・7. 8 9 10"'" 

5 竺話-襲'.'義
隣接

415J白鶴

、. . 、・.. ，.， 
一
同
開
~

喝事詩

' 
ー・ . 

M241 M241. .M241 
M81 I M81 ・ I M81 
M365¥よM365¥¥"，M365
CIs 七、¥JCls -r¥吋

cis Cls 

(図 的溶液中でのMAbのcis及びClsへの結合 (5覧ゲル)

MAb (10μ'J)と cISあるいは Cls(10μ'J)を室混で20分間、更に40C

で一晩反応させた後、 SDSを合まない5%ゲルに添加した。

(2) MAbの認識するエピトープの位置

MAbの認識するエピトープが 11鎖、 L鎖、いずれに存在するかを明

らかにする為、 Clsを還元し SDS-PAGEを符い Towbfnl4-)の方法に基

づきニトロセルロース膜へ転写した。 ニトロセルロース膜は非特異
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的な結合を防ぐ為 3%BSA-PB中で 370C，1時間反応させた後各 MAb

と反応させた。!摸をよく洗浄後、 horseradishperoxidase (HRP)結

合抗マウス IgGと反応させて、 HRPの基質である 4-クロ口 -1ーナフ

トールを用いて発色させた。図 6，こ示すように、 M365と踊81は

Clsの H鎖上のエピトープを認識することが明らかとなったが、

出241は H鎖、 L鎖いずれとも反応しなかった。このことは、 M241の

認識するエピトープが Clsを還元することによって消失したことを

意味する。すなわち M241は cTsの一次構造ではなく三次構造を認

識している可能性を示している。

(図的 MAbの還元日sへの結合 (Immuno-blotting)

ピ1sを還元し、 SDS-PAGE(10児ゲ、ル)後、ニトロセルロース膜へ
転写しMAbと反応させた。

lane 1， cTsのアミドブラック染色 1ane 2， M241; lane 3， 
M81; 1 ane 4， M365; 11， cisの 11鎖;L，訂sの L銭.

(3)各 MAbのエピトープの異同

酵素活性を阻害するこれら MAbsの認識するエピトープの異同を調

べる為、各々の MAb壱ピオチンで標識し未標識抗体による結合阻止

実験を ELISA法でおこなった。
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への結合は同ーのCls のピオチン標識描Ab?に示すように、図

MAbでは影響を受けなかっ2種の

Tこ。更に回相上での結合のみならず溶液中においても各 MAbの

への結合が競合しないことを確かめた。第二節において後述するよう

Cls 

未標識 MAbで阻止されたが、{哉の

50先阻害C2分解活性を 100%阻害し、 M81は

C2分解活性には全く影響を与えなかった。

C2分解活性阻害が過剰量の他の

のC1s M241は

Cls 

あるいは M241

のしTこが、 M365 は

のMAb のM81 故lこ

M81 8 A. C ，こ示すように図存在下で抑制されるか否かを検討した。

の存在下でかわらず、 M241共存下では

また M241両者の阻害活性は互いに抑制されず和としてあらわれた。

の組害活性も盟365の存在下で減少することは無かった(図

M365 過剰量のの阻害活性は

8 B)。

c 
M241-Biotin 
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0.2 

肘
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・
O
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64 4 0.25 64 4 0.25 64 4 
o 
0.25 
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(国7)未襟識 MAbによるピオチン標識 MAbの訂sへの結合組止

Clsを回定した ELISAプレートをあらかじめ横it自に示している濃度
の未標識 MAb(陪 M81. ..t.. M365， .. M241)と室温で 30分間反応させ
た後、一定濃度のピオチン標識 MAbを各 we11 ，こ加え更に 60分間
反応させた。ピオチン標識 MAbのClsへの結合は avidin-peroxidase
と基質を用いて制定した。縦車IIHこ492nmの吸光度を示した。
panel A. M81-biotin; panel B， M365-biotin; panel C， M241-biotin. 
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A 
100ト M365 

ーー¥ Mi I-¥可

M241+M36 

A 

。
0.8 12.5 200 3200 0.8 12.5 200 32日o 0.8 12.5 200 32日。

M81 M241 M241 

Antlbody concentratlon (n9) 

(図的溶液中における各 MAbの訂sへの結合

一定量の cTsと横軸lこ示した濃度の1IAbを過剰量の他のMAb符在下で
300C、30分間反応させた後、一定量のC2を反応、液へ加え、吏に30分間
反応させた。 MAb非存在下で'cTslこより分解されたC2盤を100%として縦
軸に示した。
A，過剰量の 11365共存下での M81 による C2分解活性阻害

s，過剰量の 11365共存下での 11241による C2分解活性阻害

C，過剰整の M81 共存下での M241による C2分解活性阻害

これらの事実より、 3穣の MAbは互いに Cls分子上の異なるエピ

トープを認、識し、一つの抗体の結合により他の抗体の認識するエピト

ープが隠れるような近接した位置関係には無いと考えられた。

(4)加熱処理あるいは阻害剤により不活性化された CIsへの MAbの

y，:l:β、
中口仁ゴ

CIsを 56ocで 30分間加温すると構造変化が起こり酵素活性は失

われるが、その CIs こMAbが結合できるか否か ELISA法にて検討

した。 図 9，こ示すように M81と M365のエピトープは熱に安定で

あった。一方日241は結合力が低下することからく図 4参照)その

エピトープは加熱処理により影響をうけていると考えられた。



また活性セリン残基と結合することにより C1sを不活性化するセ

リンエステラーゼ阻害斉uの PMSFで C1sを処恕した後、各 MAbの結

合の変化を ELISA法で調べた。 M81と M365は P出SF処理 C1s，こも

未処理 C1sと同等に結合したが、話241の PMSF処理 C1sへの結合活

性は未処理 C1sに比べ低下した。一方、第三節において後述するよ

うに、 C1sの、活性セワン残基と共存結合することにより C1sの活性を

阻害する C11 NAは、 PMSF処理 C1s~こは結合できなかった〈図 10) 。

/M241 

05lf f 

/ 
o L 1B  
0.06 0.25 1 4 16 64 

anlibody concenlratlon 

かg/ml)
0.0.4"" 

l々 Cls

0.6 

(図的 MAbの加熱処理 Clsへの

結合活性

56
0C、30分間加熱した Clsをマイク

ロプレート lこ回定し、各 MAbと反応

させ、その結合の有無を IIRP結合抗

マウス jgGと基質を用いて測定した。

横軸に MAb の濃度、縦i~lhIこ結合活性

を 492nmの吸光度で表した。

0.0. 
I.Or PMSF一Cls

0.8 
M81 

_M -1. lM365 

仙f
_0 ・M2削

.0-

0.4ト......

/ 
• 110 

B B a 一一一一叩QC11NA
0.5 1 2 4 8 

拘Iml) I!tg/ml) 

(図 10)MAbの Cls及び PMSF処理 Clsへの結合活性

C1sあるいは PMSF処理ぽsをマイクロプレート lこ固定し、横軸lこ

示す濃度目 MAbと反応怠せて結合活性を HRP結合抗マウス IgGと

基質を用いて測定した。縦軸iこ492nmの吸光度を示した。

りム



第二節 CIsの酵素活性に及ぼす MAbの影響

(1) Clsの C4及び C2分解活性に及ぼす描Abの影響

cTsの C4，C2分解活性は、 cTsと一定量の C4あるいは C2を反

応させた後、分解されていない C4あるいは C2震を、感作羊宏、並i球

を用いる溶血反応、で定量することによって測定した。補体成分の定量

は、出ayerの提唱する One-hittheory ~こ基づいて行われている。

One-hi t theoryとは感作赤血球が補体と反応することにより溶血を

ひきおこすには、一述の補体成分の反応、が血球股上のーケ所で完了す

れば十分であるという考え方である。溶血反応で、盛i球当たりの補体

による平均 hit数を Zとし、個々のI血球当たりの hit数を rとす

れば、 r個の hitを受けた血球の全血球に対する比率 (Pr)は

Poissonの分布式から

z
 e
 

f
一け

，i
 

n
Y
A
 

となる。

one-hi t theoryが成立すれば hitを1つでも受けた血球はすべて

溶けるのであるから、溶け残った血球の比率 (1-y)は hitを全然、受

けなかった血球の比率 (Po)に等しい。

ゆえに、

y=l-Po=l-e-z 

それゆえ、血球当たりの平均 hit数は

Z=-ln(1-y)で計算される。

実際には、測定しようとする l成分以外の補休成分を過剰に加え、

Y を実測することによって、測定する成分の分子の反応数を 2と等

しいとみなして計算できる。上記の方法で測定すると M241は加えた
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抗体の濃度に応じて Clsの C4、C2分解活性を組寄し、抗体濃度 64

μg/mlで 100児の阻害効果を示した。一方 M81の場合、 C4分解活性

は M241よりも低濃度の抗体重において 100%阻害効果を示したが、

C2分解活性は抗体濃度を増加させても 50出しか阻止しなかった。

また M365は C4分解活性のみ部分的に抑制したが、 C2分解活性に

対しては、全く影響を与えなかった〈図 11)。抗体を Fabフラグメ

ントに分解しでも同様の結果であった。

A B 

100 8包t\aLR.4\ー==-~吋1屯ノ、。

~ 

可申〉

~ 50 ~ 50 
U (J 

寸 れ』
@ 

u υ 

¥ ¥¥J 
(¥ L. _， 1~;:;-lI.--1._.L.--1 同崎町陽lFd，mt、、¥4.:::戸2 @ 

o 
0002 0.032 0.5 8 128 0.016 0.25 4 64 

Antibody concentration (μg/ml) 

(図 11)C1sの C4及び C2分解活性lこ対する MAbの阻害効果

C1sを横車Ilnこ示す濃度の各 MAb( A M365， 関 M81， . M241， 0 M80) 
と反応させた後一定量の C4あるいは C2を反応液へ加えた口 MAb非

蒋在下でC1sにより分解された基質量を 100先として縦軸iこ示した。

以上の結果より、 C4分解活性と C2分解活性に対する MAbの阻

害傾向が同一でないことが示され、 Cls上の C4と C2に対する活性

部位が異なる可能性が示唆された。
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(2)合成基質の水解活性に対する MAbの影響

C五は天然の基質であるむ4，C2以外lこアルギニン、リジンあるい

はチ口シンエステルなどの低分子の合成基質も加水分解する。このエ

ステル分解反LiSにおける MAbの阻害効果を 4種類の合成基質 (AAME，

ALME， TAME， ATEE)を用いて検討した。 cTsと却Abを反応、させた後、

各々の合成基質と一定時間反応吉せ加水分解されたエステルを

Robertsの方法1引に従い測定した。その結果、 M241のみ IgGでも

Fabフラグメントでも、 Clsのエステル水解反応を阻害した〈図 12)。

M81は C4分解活性を 100出阻害するにもかかわらずエステル分解

反応には全く影響を与えず、 M365も同様に姐害活性はなかった。

IgG Fab 

，. 
H 

ヂ対ミミ~----
:こ弓522~~」 企

。ノー~
;}! 

〉
閣
制

u
m
w
u
Z』
一

0
・hω
一
世
伺
出

。
2 4 8 16 B 16 

Molar ratio 01 MAb I C1s 

(図 12)合成基質の水解活性に対する MAbの影響

cTsを M81(open symbol)あるいはM241(closed symbol) とあら

かじめ横軸に示しているモル比で、反応させた後 4種類の合成基質

(. AAME， "'ALME， yTAME， . ATEE)を加えて300Cで1時間もしくは2時間

反応させた。分解された基質量を Robertsの方法に従い定量した。

MAb非存在下での cTsのエスチル分解活性を100見として縦iMI，こ示した。

左側のパネル、日Ab-IgG;右側のパネル、 MAb-Fabフラグメント

F
D
 



このことから、 M241は訂sの酵素反応、の触媒部位もしくはその近傍

に結合し担害効果を示していると思われた。一方 M81は触媒部位で

はなく C4結合部位に結合することにより阻害効果をあらわしている

と考えられたo

第三節 Cl 1 NA-Cl s複合体形成における MAbの影響

Cls活性の天然、の阻害物質は血築中に存在する分子量約 110kdの

糖蛋白質の Cl1 NAである。 Cl1 NAは Clsの活性セリン残基を介し

て Clsとエステル結合で、結合し:複合体を形成することにより日sを

不活性化する 16ω18 )。この複合体形成における MAbの阻害効果を検

討した。マイクロプレートに固定された cTsと各 MAb、その Fabフ

ラグメントあるいは Cl'1 NAとをあらかじめ反応させた後、ピオチン

標識 Cl1引を加え Clsへの結合が組害されるかどうかを調べた。

図 13，こ示すように Cl1 NAあるいは M241を先に反応させた時のみ、

bi oti n-Cl 1 NAの Clsへの結合は阻害されたo M81はわずかに阻害

活性があるが、 M365は IgGの場合むしろ biotin-'-ClINAの Clsへ

の結合を増加させた。この理由は明らかではないが、図 7に見られ

るように、 M241の Clsへの結合も M365，こより増加されることから、

M365の結合により Clsにコンブォメーションの変化が生じている可

能性が考えられる o

次に溶液中でのeIs-ClINA複合体形成に対する制bの阻害効果

を SDS-PAGEで調べた。 Clsと各 MAbの Fabフラグメントと壱

370C， 20分、その後 40C一晩反応させた後訂sとほぼ等モルの

-16-



C1 1 NAを加え 370C，30分反応後、反応生成物を 7，5先SDS-PAGEで

解析した〈図 14)。訂s-clINA複合体は SDS存在下で解離せず、約

200 kdの位置に bandが出現した。 M241を反応系lこ加えると lane

e にみられるように複合体の形成は殆ど阻害された。また M81の

Fabフラグメント(1ane f)ではコントロールの lanec ，こ比べ残存

訂sがわずかに見られ、 ELISA法の時と同様複合体形成をわずかに阻

害しているように思われた。 M365による複合体形成増強は認められ

なかった(1ane g)。

0.8ト IgG -.6. 0.8ト Fab___A 
n/ 

0.6トI

0.4 

0.2ト 1¥0.2ト¥¥

o 、、
、、、ー¥¥

¥・~一一ー | ¥;〉
~ 0 

16 0.375 1.5 . 6 24 64 

Antibody concentration (J'g I ml) 

(図 13).MAbによる C11耳Aと C1sの結合阻害

C1sを固定したマイク口プレートの各welHこ横剥!に示す濃度のMAbあ

るいはそのFab7ラグメント (AM365， . M81， .. M241)あるいは C1I NA 

(0)を加えて室温で30分間反応させた。更に一定量のピオチン標識

C1 1引を加え室温で60分間反応させた後、その結合活性をavidin-

peroxidaseと基質を用いて測定した白縦it自に492nmの吸光度を示した。

円

i



(図 14)溶液中での Cls-C11 NA複合体形成における MAb

の阻害効果 7.脱出)S-PAGE

1 ane a， cls (2. 85μg) b， ClI NA (3. 4μg); c， cis+ClI NA; 

d， M241(10μg) +C1s+ClI NA; e， M241 (30μg)+じまs+ClINA; 
f， M81(10j1g)+ピIs+C11 NA; g，話365(10μg)+Cis+C1 1 NA 

更に、 C1INA-ピ1s複合体への各聞Abの結合の有無を ELISA法で

検討した。国 15，こ示すごとく、 M241は C1INAが結合した C1sに

は全く結合できず M81と M365は結合可能であった。

1.0 
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(図 15)

MAbのClINA-cls複合体への結合

cisを固定したマイクロプレートの各well

に横軸に示す濃度のClINAを加え室温で30

分間反応させた後、一定量のピオチン標識

MAbを加え更に60分間反応、させてその結合

活性をavidin-peroxidaseと基質を用いて

測定した。縦軸iこ492nmの吸光度を示した。
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n
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nu 4 16 64 
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いは、 Cls上の C4結合部位と C2結合部伎が互いに異なることを示

唆している。 C4と C2の結合部位が同一で、、 C2の方がより強い親和

力で結合するために MAbで阻害されにくいという可能性は、 Clsの

C4 ，こ対する Kmと C2，こ対する Kmが向じこと 20)から低いと思われ

る。

(3) M241は活性型 Clsとのみ結合し、 Fabフラグメントで C4、C2

及び合成基質の分解を完全に阻止し、活性セリン残基を介した

Cl 1 NAとの複合体形成も阻害することから Clsの触媒部位もしくは

そのごく近傍に結合する抗体であると考えられる。 cTsを還元すると

M241は CIsに結合することができなくなることから、触媒部位近傍

の立体構造を認識していると考えられる。活性セリン残基と結合する

ことによりセリンプロテアーゼ阻害効果を示す PMSFで Clsを処理

すると、 Cl1 NAは結合できなくなる一方、 M241は結合力の低下は認

められるものの結合しうる(図 10)。このことから M241は訂sの

触媒部位を構成する活性セリン残基を直接的には認識するものでは

ないと考えられる。

これら 3種の抗体は、互いに Clsへの結合を阻止しあわないこと

から認識するエピトーブは互いに離れている。

近藤らは加熱または Cl1 NA処理により cTの C4と AAME，こ対す

る活性は失活しにくいが、 C2と ATME，こ対する活性は急速に失活す

ると報告している 2130 また高橋らは精製訂sを用いて向様の結果告

得、 Cls標品中iこ基質特異性及び陸害剤u.加熱処閣に対する感受性の

異なる 2種類の cTs分子穫が存在する可能性を指摘している 22)。

しかし著者の実験において、加熱処盟(56
0

C、30分)した訂sや

Cl 1 NAの結合した Clsに対して、明241の結合力は低下あるいは全
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第四節 要約ならびに考察

Villiersらは電子顕微鏡写真から、 cTsは二つの globulardomain 

からなり、大きい方の calalyticdomainは H鎖の C末端の一部と

L鎖から構成されていることを示し、 Clsの活性発現iζ 封鎖が関与

していることを示唆した I930 

今回の MAbを用いた種々の解析をまとめると表 2のようになり、

Clsの活性部位に関して以下の事実が明らかになった。

MAむ

M365 

M81 

M241 

結合活性

C1s C1s 

+ (II) + 

+ (H) + 

+ 

C4 

50 

100 

100 

表 2 

酵素活性阻害〈児) C1s-C1INA複合体

C2 合成基質 形成阻害(部)

G s 。
50 。 30 

100 90 100 

(1) M81は訂sの H鎖上のエピトープを認識し、 C4分解活性を100

出抑制するが、 C2分解活性は 50%しか抑制せず、低分子の合成基震

の水解活性は全く阻害しない。また酵業活性を持たない pro-Clsと

も反応する。これらの事は、 M81が Clsの触媒活性部位にむけられ

た抗体ではなく、 C4結合部位あるいはその近傍を認識する抗体であ

ることを示しており、 C4結合部位が II鎖上iこ存在することを明らか

にした。

(2)一方、自365は描81が認識するエピトープとは異なる H鎖上の

エピトープを認識し、 C4分解活性を 50先程度抑制するが、 C2分解

活性には全く影響を与えない。 M81と M365の活性阻止パターンの違
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く失われる一方、 C4結合部位を認識する M81は未処理 Clsに対す

るのと同等に結合し得た(図 9，15)0 Clsの C4分解活性が熱処理

や Cl1 NA処理により失活しにくい理由は、 2種類の C1s分子種が

存在するためではなく、恐らく C4結合部位が熱に対して安定であり、

Cl INA-Cls複合体となってもアリ Cls上と同じように存在してい

るためであろうと考えられる。

C2分解活性のみ 100出甑害する MAbは得られていない。故に C2

lこ対する基質結合部位はいまだ明らかでなく、その部位が加熱lこ対す

る感受性が高いか否か不明である。しかしながら、話81は C2分解活

性も C11 NAの Clsへの結合も部分的に抑制することを考えれば、

C2結合部位と C11 NA結合部位が近接した位置もしくは同じである

ために、 Cl1 NA処理により C2分解活性が失活しやすくなることが

考えられるo 合成基質の水解反応に関して M241の随寄程度lこは差が

あり (AAME分解反応、は阻害しにくく、 ATEEは最も阻害しやすい)、

触媒部位における酵素と各基質の反応性の違いをあらわしていると思

われる。
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C4結合ドメインの同定 23)のC1s 第二章

らの二つの研究グループにらや Tosi25)MacK i nnon 24) 1988年

の全アミノ酸配列が明らかにされ、活性セリン残基を合む

と高い相向性を示すこと、また H鎖は

の機能発現に各ドメインが関与し

〈図

日鎖も

5偲のドメインから構成され、 Cls

C1r 

C1s 

L鎖のみでなく

より

81!ftlHE 

PI司。TI!A8e

16)。ている可能性があることが示唆された

0・圃 .In V 

の一次構造モデル 24)(図 16)C1s 

B・圃.1" 1 

に特有の構造である。Cls とドメイン lとmのアミノ酸配列は Clr
のアepidermal growth factor ドメイン Eはシステイン残基に寓み

(γ ドメイン)はドメインNとVミノ酸配列の一部と相向性がある。

60個のアミノ酸

残基からなる構造をしている。この SCRsは C3bや C4b結合性蛋白

質に特徴的に見いだされる繰り返し構造で、補体系の活性化に関係す

あるいは補体系の制御蛋白質である

部CP33)などに存在する

と呼ばれる約short consensus repeat (SC立)共lこ

》9
 

0
4
 Da 
Lυ an-
nしii283， C227) 食

U
9LW n
p
 
る

この点か

と何等かの相互作用をして

(図 17)。

C4b 

CR232)， 

SCRsが C3bや
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いる可能性が示唆されているが直接的証拠は得られていない。また、

ドメイン置とVに1か所ずつ糖結合部位が存在するが、糖鎖構造及び

その機能は不明である。

i‘ 

t ~"・

2泳
‘.. 

SCR Sequence (町60resldues) 

Serlne 
prolease 
domalns 

仁コごJ:XCC二二二コ Clr.Cls 

。oa~.. ... II  C2.B 

戸、J、〆"

(図 17) SCRsの構造及び SCRsをもっ補体系蛋白

(COMPLEME自Tより引用)

~ 

本章においては、(1)C4結合ドメインの同定、 (2)C1sの糖鎖構

造、(3)cTsの SCRs ドメインへの C4/C4bの結合について述べる o
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第一節 Clsの C4結合ドメインの同定

(1)プラスミンによる Clsの限定分解

C4結合部位を含むじまsの分解フラグメントを得るため、 CIsの酵

素処理を検討した。 C1sの酵素処理としては Villiersらによるプラ

スミン分解 1引と岡田らによるカリクレイン分解34..)がすでに報告され

ているが、著者らは補体系と関連の深い線溶系の酵素でありトリプシ

ン類似の基質特異性を示すプラスミンを用いて Clsを限定分解した。

プラスミンは永木らにより精製された標品を用いた 35)。訂sとプラ

スミンを重量比 20:1で混合し 370Cで反応させて、時間毎にSDS-

PAGE緩衝液中にくみだした。

生成フラグメントを 10先SDS-PAGEで解析すると、図 18Aに示すよ

うに、最終的に 4種の Clsフラグメントが生成された。 Clsは精製

途中あるいは凍結融解の過程で分解され 74kdと 68kdの分解産物

が微量混在している。この Clsをプラスミンと 370Cで皮応させる

と、 15分後には Cls及び微量の Cls分解産物が消失するとともに、

新たに分子量 58kd， 48 kd， 37 kd， 27 kdのプラスミン分解フラグ

メントが現れた。各々をそれぞれれ， P2， P3， P4と命名した。 P2

は時間の経過とともに量が増え 60分でその増加はとまるが、 Pl， P3， 

P4は、 120分後においても 15分時と比べ量的変化は見られなかっ

Tこo P1は生成フラグメント量の 90先以上を占め、プラスミンによる

Cls分解の主なフラグメントと考えられた。同じ襟品を還元して、

SωDS'崎一蜘蜘伽句司同白

し、 L鎖以外iこ新たに 26kdと 15kdのバンドが現れた。

-24-



還元、非還元同条件下で SOS-PAGE後ニトロセルロースj漢に転写し、

C4分解活性を完全に組止するモノクローナル抗体 M81との反

Immuno-blotting法で、調べた。非還元条件下では M81は

の各アラグメントに結合し(図 18B)，還元条件下では

のCls 

応性を

26 kd P1-P4 

B 

フラグメントにのみ結合した(図 180)。

A 

Mr x 10-3 

97-

3 
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醐
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鱒
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66-

31-

43-

21-

のプラスミンによる限定分解の

1 ane L Cls; 1 ane 2-6， cIsとプラスミンの反応時間、 0， 15， 30， 

60， 120min. A，B，非還元条件 C，O，還元条件 A，C，銀染色;

B，O， M81 による Immuno-blotting;p，プラスミンの H鎖及び L鎖

kinetics C1s (図

のプラスミン分解フラグメントの構造解析(2) Cls 

L鎖上の異なるエピト

Immuno-

の

表 1参照)を選んで

の組成を明らかにするため、 Cls

部9，

F
D
 

りム

MAb 2種 (M86，…プを認識する

P1-P4 



blottingを行った。 Clsとプラスミンを護軍比 20:1で 370C，2時

間皮応、させた後 SDS-PAGE(10児〉を行い、続いてニトロセルロース膜

に転写した。図 19，ζ示すように、 M86は P1-P4すべてのフラグメ
P1 ントに結合し、 M9は P4以外のフラグメントに結合した。故に、

の各フラグメントはすべて L鎖あるいは L鎖の一部を含んでい-P4 

咽 P1

- P2 

叫 P3

-P4 

5 

ることが明らかとなった。

勺
J
W2 1 

H同酔

L .. 静

(図 19)抑及び M86による 1 mmuno-bl ott i ng 

のアミドブラック染色

への M86の結合

への闘の結合

M86の結合(非還元条件下)

仰の結合(非還元条件下)

還元 cTs
還元 cTs
還元 C1s
P1-P4への

P1-P4への

1 ane 1， 

2， 

3， 
4， 

5， 

更に同じ標品を非還元条件下で DISK-PAGE(10出)をおこない

(一次元)、引き続き還元条件下で SDS-PAGE(10児) (二次元)を行っ

ニトロセルロース膜に転写後 M81(C4結合部位と反応する MAb) 

-26-
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Immuno-blottingをおこを用いて出Ab)及び M86(L鎖と反応する

(26k-lIF) 

2"-' 3木のバンド

26 kdの H鎖フラグメント

不均一性があり、

のP4 P3， Pl， なうと、 M81は

26k-IIF ，こはと皮応した。各々の

20)口(図がみられた

P4 Pl P2 P3 
I I 

.... 26k田村F

‘鴫酔....-.~崎 _ ...... 噂幽圃--田園

唱惨~ 母

"! . 97 
0 

;:; 66 

~ 

色 43
∞ 
主
... 

号31
υ 
@ 

s 21 

(図 20)C1sのプラスミン分解フラグメントの二次元 SDS-PAGE

C1sとプラスミンを重量比 20:1で37
0C、2時間反応させた後、非還

元条件下で DISK-PAGEを行い(一次元〉、引き続き還元条件下で

SDS-PAGE (二次元)を行った。ニトロセルロース膜に転写後 M81と

反応、させた。

H のP2 還元するとと反応しうるが、P2 非還元条件下では踊81は

鎖フラグメントは検出されなかった。 L鎖上のエピトープを認識する

L鎖を持つ

L鎖、 P2は

し鎖、 P3，

の31 kd 

とことが示された。以上の結果より、 P1は 26k-HF

26k-HFより分子震の小さい百鎖フラグメントと

L鎖の分解フラグメント

P2はImmuno-blottingから、 Pl，M86による

P4は

で構成、、，ノAU
 

L
A
 

e
E
i
 

(各々約 10kdと

円

i
りム

26k-HFと



されていると考えられた(図 21)0

プラスミンによるClsの限定分解

Bkd 27kd 
l1:::::::::::::::::::::::1 
臨しロー--.J M86 

M9 
26kd 
杉W/s分 i:;:;:;:Dhu-::::::::i
M81 1 L s-s--.J 

耐とと;己戸iヨゴヨrコ3ヨ~ど午

Cls 

P1 

P2 

協勿勿 「つ M問?P問3 
M81 品Ls-s--.l…・

W勿え玖2;1_ 11 M86 P4 
M81 'L s-s--.l 

(3) 26k-HFの E末端アミノ酸分析

(図 21)

PI-P4の推定構造

C4結合部位を含む最小のフラグメントは 26k-IIFであることが明

らかになったので、 26k-IIFを精・製し、 N末端アミノ酸分析安行ったo

M81結合セフアローズ 4Bカラムを用いて Clsを大量に精製後プラ

スミンで分解した。調製用 SDS-PAGE(10先非還元)で最も生成量の

多いれを分離し、エクストラフォーを用いて Pl蛋白を回収した。

更に還元条件下で再度調製用 SDS-PAGE(10児〉をおこない、 26k-HFを

再び、エクストラフォーを用いて回収して R末端アミノ酸配列をアミ

ノ酸シークエンサーで決定した。その結果百末端より Tyr-I1is-Gly-

ASp-Pro-Met-Proであることが判明した。 cTsの全アミノ酸配列と比

較すると、プラスミンによる H鎖の切断場所はドメイン到とドメイ

-28-



271Arg_272Tyr結合であることが明らかとなっンWの間に位置する

22)。(図た

s-s結合に関与の分子量とこのフラグメントが L鎖との26k-HF 

26k-IIF はドメイを含んでいることを考え合わせると、4-10CyS する

C4結合部位はンNとVより構成されていると考えられた。すなわち

ドメインNあるいはVに存在する。

1 
L chain 

C1s 

YHGDPMP 

のアミノ酸配列の比較

C1s II鎖切断部位を示している。

26k-IIF 

26k田 HF

〈図 22)C1s 

矢印はプラスミンの

と

の糖鎖構造Cls 第二節

で標識しプラスミClsを1251の糖鎖構造を明らかにするためCls 

endo-2時間反応させた後、370C、の割合でンと重量比 20:1

O-glycanaseあN-glycanase， endoglycosidase-F， 

neuraminidaseで処理した。

Endoglycosidase-II， 

glycos i dase-H， 

るいは

O-glycanase処理ではendoglycosidase-F， 

およびプラスミン分解フラグメントの分子量に差は認められなかっ

N-glycanase処理で cTsの分子量は約 3， 000減少し、

-29 
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neuraminidase処理後引き続いて

処理すると、分子量は約 4，000減少した(図 23a，lane 4)。

Plは N-glycanase処理でその分子量は変化しなかったが、最も小さ

P4 ，ま分子量が約 2，500減少した ζとにより(図

ドメインVに存在する糖は L鎖の大部分が除去されてはじ

に感受性をもつようになるものと思われる。

N-glycanaseで23a， lane 2)、(図

23b ¥"1フラクφメント

1 ane. 6) 

N-glycanase めて

23b， 800減少し(国の分子量は各々約Neuraminidase処理で Pl-P4

Pl-P3は

2， 500減少し

N-glycanase処理すると

の分子量のみ約

neuraminidase処理後

単独処理と同じで P4

1 ane 7)、

neuraminidase 

lane 8)。(図た

678  

~'. !:.r'寸 .1ndwsl

:....:.竹山・-66 

b s 

-31 

-21 

Pl由

P2四

P3 -

目。‘，

必
吟nz' 
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97-

@魁領海@齢噛踊

43-

23b， 

Mr a 12  
(Xl0-'" 

66-

-Dy. 
front 

(図 23)a) Clsの糖鎖除去(7.5見ゲル)

b) Clsのプラスミン分解フラグメントの糖鎖除去(10%ゲ‘ル)

1251標識訂sあるいは 1251標識訂sのプラスミシ分解フラグメ
ントを N-glycanase(lane 2，6)、 neuraminidase処理(lane3，7)、
あるいは neuraminidase.処理後 N-glycanase処理 (}ane4，8) し、
SDS-PAGE後オートラジオグラ lどで解析した(IaneL 5コントロール)。
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以上の結果より、 ドメインVに穿在するfJEはシアル酸を含んだアス

パラギン結合糖鎖でその分子量は約 2，500と推定された。完全な L

鎖をもつれは N-glycanaseに抵抗性であるので、 N-glycanaseに

よる Clsの分子量の減少(図 23a，1 ane 2)はドメイン聞に存在する

N-linked oligosaccharideの除去を反映していると思われたD また、

cTsを neuraminidase処理すると分子量が約 L500減少することか

ら(図 23a，lane 3)、 ドメイン置の糖鎖もシアル般を含んでいると考

えられた。図 23bの lane6において、 Plおよび P2の一部に十

glycanase処理による分子量の減少がみられるが、再現的ではなく、

ある実験条件下では Pl及び P2のドメインVの糖鎖も N-glycanase

に感受性をもつようになると思われた。

lmmuno-bloltingでは、これらの糖鎖除去 CIs こ出81は未処盟

Clsと同等に結合しうるので、 C4結合部位に粧鎖は関与していない

と考えられた。

第三節 訂sの SCRs ドメインへの C4/C4bの結合

C4結合部位を含むドメインlVと Vは SCRsとよばれる構造をして

おり、この構造を持つ補休系蛋白はすべて C4bあるいは C3b~こ結合

することが知られている D 故に cTsのこのドメインが実際に C4と

結合しうるかまた C4b，こも親和性があるかどうか、 125 l標識は/C4b

による substrale-bloltingをおこなって検討した。

(1) 1251-C4による substrale-blolting

Cls、Clsのプラスミン分解フラグメント (PI-P4)、及びコント口一

ル蛋白としての C9を SDS-PAGE後ニト口セルロース膜iこil活写した。
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非特異的結合を紡ぐ為ニトロセルロース膜を 3%BSA-PBSと反応させ

た後、 1251標識 C4と室温で 2時間反応させその結合をオートラジ

オグラムで解析した(図 24a)。一方、反応液中の C4が限定分解さ

れ C4bに変換しているか否かを SDS-:-PAGEとオートラジオグラムで

解析した(図 24b)。

a r一…-A-一一.， r一一一一一日一一一一寸
b 「一一一一 A一一….， r一一一一日一一一「

Cls-

P1 ... 

2 3 4 5 6 

αト
α』

o 120 0 120 (min) 

(図 24)125I-C4の cIs及び PI-P4への結合と
M81 による阻止

a) lane 1， 4， Cls; lane 2，5， PI-P4; lane 3.6， • C9; 
sheet A， 1251 -C4 sheet B， M81存在下での125I-C4の反応
b) sheet.Aあるいは Bと反応する前 (0分〉と反応した後(120分)
の125トC4、7.5出還元条件下 SDS-PAGE

図 24a-A ，こ示すように、 1251の放射活性は Clsとれの位置にの

み検出され、他のアラグメント及び C9の位置には検出されなかった。

この時反応液中の C4の大部分はα鎖がα'鎖に変換していることよ

り C4b，こ変わっていた(図 24b-A)。ニトロセルロース膜を先に M81

で処理しそのあと 1.251-C4を反応させると、反応液中の C4の分解は

阻止され(図 24b-B) clsと Plへの結合も抑制された(図 24a-B)。
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このことは、 C4の限定分解反応において、 C4が Cls上の C4結合

部位に結合することが反応、の第一段階であることを意味している D

(2) Clsの SCHs ドメインへの C4の結合

L鎖内に存在する触媒部位をセリンエステラーゼ阻害剤である

p-APMSFで阻害し C4の分解が生じないようにした時、 125トC4が

どIs及びプラスミン分解フラグメントに結合しうるか否か検討した。

図 25panel a-Bに示すように、 125I-C4は125I-C4bへ変換された

H寺(図 25panel a-A)よりも Clsとれに強く結合した。一方、 P2，

P3， P4への125トC4の結合は検出されなかった。 P3，P4の場合、 L

鎖の一部が除去されているためドメインW、Vのみでは安定な結合が

維持できないためと思われる o P2の場合、話81と反応しうる H鎖フ

ラグメントと完全な L鎖があるにも拘わらず C4は結合しなかった。

C4の訂sへの結合には、恐らく完全な L鎖とドメインN、Vが必

要と思われる。

(3) cTsの SCHs ドメインへの C4bの結合

Clsの SCHsへ C4bもリガンドとして結合しうるか否か検討した白

図 25panel a-Cは、セリンエステラーゼ阻害剤存在下で125トC4と

20 {吾輩の C4bを反応させて125I-C4の結合が C4bで阻害されるか

どうかみたものである o 20倍霊の C4bの存在下でわずかlこ1251-C4

の結合は阻害された。一方、国 25panel a-Dで示すように125I-C4b

の訂s，P1への結合は非常に弱いものであった。また図 25panel c 

lこ示すごとく、 125I-C4bの結合は 3倍霊の C4が反応j夜中に存在す

るとおさえられることから、 SCHs ドメインに対する C4bの結合は弱

く、 C4の方により強い親和性があることが明らかで、ある o

-33-



a 
A 日 c 

C1sT-

Pl ・・

2 2 

b r-ーAー..， r-Bー-. ....0.， 
o 120 0 120 0 Im!nl 

2 

D 

C 

C1S-

P1 -

2 

A B 

2 3 

(図 25) 125I-C4/C4bの Cls及び PI-P4への結合

Panel a) lane L Cls; lane 2. PI-P4. 
A. 125I-C4; B. p-APMSF+125I-C4; 

2 3 

C. p-APMSF+125I-C4+ 20倍霊未標識 C4b;D. 125トC4b.

Panel b) sheet A.B，Dの反応液中の125卜C4の 7.5先SDS-PAGE.

0，125I-C4の反蕗時間 0分;

120，125I-C4の反LD時間 120分.
Panel c) lane L cis; lane 2， PトP4;1 ane 3. C9; 

sheet A， p-AP眠SF+125I-C4b;

sheet B， p-AP訓SF+125I-C4b+3倍襲来標識 C4.
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精製125j_C灼の Cls， P1への結合(図 25panel a-D)が1251-C4

から 125j-C4 bへと変換された直後の結合に比べ(図 25panel a-A) 

非常に弱いのは、変換された C4bと精製 C4bとの間にコンフォメー

ションの違いがあるためか、あるいは Cls及びれによって分解さ

れた C4bが SCRsの近傍に多量に存在するため結合しやすくなるの

いずれかと考えられる。

第四節 袈約ならびに考察

cTsの H鎖上の C4結合部位もしくはその近傍に結合することに

よって Clsの C4分解活性を阻止するモノク口一ナノレ抗体 M81を用

いて、 C4結合部位を含むドメインを同定した。 Clsのプラスミン分

解フラグメントは P1(58 kd)， P2 (48 kd)， P3 (37 kd)， P4(27 kd) 

の 4穣であり、これらフラグメントは P2を除いですべて 26kdの

H鎖アラグメント (26k-HF)を共有し、 M81は 26k-HF'こ結合した。

!なの 26k-IIFの N末端アミノ酸分析により、 26k-HFは 2個の SCR

から構成されるドメインWとV(γ ドメイン)であることが明らかになっ

た。故に C4結合部位は γドメイン内に存在する o

P3と P4の 26k-HFの百末端アミノ酸配列は明らかではないが、

恐らくれの 26k-HFと同ーのものと考えられる。理由は Pl， P3， P4 

とも(1)糖鎖を持っていること(図 23)、(2)腕1のエピトープを含

んでいること(図 18)、(3)410CyS残基を含んでいること(図 19)、

(4)二次元SDS-PAGEで同じ移動度で泳動されること〈図 20)の 4点

である。 26k-HFの N末端アミノ酸配列は単ーにもかかわらず電気

Fo 
q
u
 



移動度に不均一性がみられるが、これはドメインVにお在する糖鎖に

由来すると思われる。事実習-glycanase処理により P4の不均一性

は消失した。

Villiersらは Clsをプラスミンで限定分解すると H鎖の一部が

切断を受け、 74kdの Cls-1がまず生成され、更に II鎖フラグメン

トが離れて最終的に 54kdのCls-IIが生成されると報告している 19 )口

しかしながら著者らの実験においては、 cTs-II に相当すると思われる

円以外により分子量の小さいフラグメント P2，P3， P4の生成がみら

れた。プラスミンによる cTsの分解過桂は再現性があり、また異な

るロットの精製 Clsにおいても、 Villiersらが使用した Kabi-

Vitrum社のプラスミンを用いても同様の結果が得られた。

Villiersらの結果と異なる理由のーっとして、著者らの実験におい

てもクマシブルーでは Plのみが染色されたことから、 P2， P3， P4 

の生成震は銀染色でしか染まらない程のわずかな重であるという点で

ある。しかしながら精製 cTsに不均一性が存在し、プラスミンによ

る切断/"eターンが異なるという可能性も否定はできない。

今回の実験において、 Clsの SCRsが C4/C4bの acceptorとして

機能していることを substrate-blotting法を用いることにより初め

て明らかにした。 SCRsをもっ補体関連蛋白質はすべて C3b/C4bと相

互作用をすることが知られているので、 C4を主なリガンドとする

cTsの SCRsの sequenceは非常に興味深いものである。 Clsの一次

構造の解明により訂sのドメイン構造が明らかとなり、訂sの機能

発現における各ドメインの役割は著者らの実験もあわせて以下のよう

に考えられる〈図 26)。
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Clsのドメイン構造

巨GFlike SCR 

、、、

(図 26)

J[ N V 
/l¥ 

I C4/C4b 
binding site 

/ト f

Clr association site catalytic 

site 

ドメイン 1，ll，田はカルシウムイオンを介しての Clr と Clsの

結合に関与し 24-)25)、 ドメインN，Vは C4/C4bの acceptor として

機能し、 L鎖は触媒機能を有し、ドメインN，Vと L鎖により酵素

活性ドメインが形成されているのであろう。
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第三章 免疫複合体と Clの相互作用における MAbの影響 36)

生体内において、 Clsはフリーの状態では存在せずれ複合体内

で Clr2-Cls2間最体として蒋在しその機能を発揮する。

Clr2-Cls2は 8個の球状ドメインからなる細長いヒモ状構造で19ヘ
Clの中では折り畳まれた状態で Clqのコラーゲン様部分に結合して

いると考えられその四次構造について近年いくつかのモデルが提唱さ

れている〈図 2)5】3730 免疫複合体による補体の活性化は Clq分子

の球状ドメインが IgGの Cγ2 ドメイン 38白川}あるいは IgMの

Cμ4 ドメイン41>42)，乙結合することにより Clrが活性型 Clrとなっ

て Clsを限定分解し活性型 Clsが生じることが第一段階であるが、

Clqと免疫グロプリンの結合から Cls生成にいたるメカニズムは明

らかではない。更に Clと免疫グロプリンの結合に Clqの球状ドメ

インのみでなく Clr2-Cls2も関与しているという報告もある日〉。そ

こで免疫複合体と Clの相互作用において Clsに対する MAbがいか

なる影響を及ぼすか検討を加えた。

第一節 モノクローナル抗体 M365による免疫接合体からの訂の

遊離

(1) Clq， Clr， Cls各々を由疑より精製し、 Clqあるいは Clsを

1 251で標識後 Ziccardiの方法に従い Clを再構成した44)。免疫複

合体としてはウサギ抗羊赤血球抗体(主に Ig担)で感作した羊赤血球

(EA)を用いた。 EAに 125I-Clを結合させた後各出Abを反応、させる

と期365と反応した時のみ細胞上の 125I-Clq及び 1251 _じゴsの放射
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活性が M365の量に応じて減少し上清中に回収された(図 27)。
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(図 27) M365による EAからの Clの遊離

1251標識 Clq(A)あるいは1251標識 CIs(s)を含む EAClと横軸に示

した濃度の踊Ab( A M365， .. M81， . M241)を30
0

C、30分間反応

させた後遠心し、上清と細胞に分離し各々の放射活性を測定した。

panel A， EA上の Clqの放射活性

panel s， EA上の Clsの放射活性

すなわち M365が Cl楼合体内の Cls，こ結合することにより Cl複

合体が EAから遊離してくることが考えられた。 M81あるいは M241

では Cl遊離の現象は見られなかった。 M365による EAからの Cl

の遊離速度は非常に速く、 2分以内で EAに結合している 125I-Clq

の 65児以上が遊離した〈図 28)ロ
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で皮応させ、時間毎にくみだして

遠心し、細胞と上清の放射活性を

測定した。縦軸Iζ引に結合してい

るけEトClqの放射活性を示した。

(2) 免疫複合体内の抗体のクラス及び EA上の抗体濃度の Cl遊離

現象に及ぼす影響

M365の影響が免疫複合体内の抗体のクラスによって異なるかどう

か検討するために、 EAIgMと EAIgGを用いて Cl遊離の実験を行っ

Tこ。
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〈図 29) EAIgGCl及び
EAIgMClからの訂の遊離
1251標識別 IgG Clあるいは
EAIgMClと横触に示した濃度の
M365( A IgG， 0 F(ab') 2， ~ Fab) 
を300C、30分間反応させた後
遠心し細胞と上清の放射活性

を測定した。

実線 1251-Clsの結合量
破線 125I-Clqの結合意



図 29，こ示すように IgG分子及び F(ab')2フラグメントは EAIgM

に結合している訂の 90児以上を遊離させたが、 Fabフラグメントで

はその効果は減弱した。一方 EAIgG上の d は出365により殆ど遊離

しなかった。また、赤血球上の IgMあるいは IgG濃度を変撃しても

M365による cT遊離の傾向は変わらなかった。 故lこEAIgMClと

EAIgGClからの現365による Cl遊離の違いは、細胞上の抗体濃度に

よるものでなく抗体のクラスの違いにより生じるものと思われた。

(3) EAC14からの Clの遊離

M365による Cl遊離が EA上に C4bが存在している場合影響をう

けるか否かを EAC14を用いて検討した。 1251_じまを含む EA1 gMC14 

と EAIgGC14を作製し、 MAbと反応させた(図 30)。

EA1gMC14 
lhGC14 
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(図 30)EA IgM C14と EAIgGC14からの Clの遊離
1251標識 cTsを含む EAIgM C14あるいは EAIgG C14と MAb

( A M365，・M81，・M241)を300C、30分間反応させた後退心し細胞と
上清の放射活性を測定した。縦軸lζ綿胞に結合している 1251-cTsの放

射活性を示した。コントロールとしてMAbのかわりにGGVB(O)を用いた。
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日365は EAIgMC14からも Clを遊離させるがその効果は EAIgMClに

対するよりも弱く約 30%の cTが EA上に残った。また EAIgGC14

からのどTの遊離は少なく、抗体濃度 60陀 Imlで約 3械のじTが EA

から遊離されるのみであった。

(4)温度による影響

M365によるぽ遊離が温度依存性であるか否かを検討するため、

4
0

C で (2)及び (3) と同様の実験を行った。訂遊離の傾向は 4
0

C

の時も 300Cの時も同じであった。しかし EAClを低イオン強度の

GGVB中に 40Cで放置すると cTは EAIg舵 1から自発的に遊離し、

M365はそれを促進する傾向にあった(図 31)0 EAIgMC14からは自発

的な Clの遊離は晃られなかった。一方 EAIgGClあるいは EAIgGC14

からの 40Cでのぽの自発的な遊離は起こらなかった。

E 
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(図 31)4
0

Cでの EACl及び EAC14からのeT遊離

12勺-Clqを含むEAIgMCl、EAIgGCl、EA1 gGMC14あるいはEAIgGC14と横

iTlhに示した濃度の間365を4
0

Cあるいは30
0

Cで30分間反応させた後遠心

し、細胞と上清の放射活性を測定した。縦!Tlh'こ細胞上の125I-Clqの放

射活性を示した。コントロールとしてM365のかわりにGGVBを用いたD
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(5) cT遊離における M365の特異性

cT遊離が M365，こ特異的であるか否かを、調365とは異なるエピト

ーブを認識する MAb6種類を用いて検討した〈表 3)0 M365と同じ

サブクラスで H鎖を認識する M81あるいは踊20では訂は遊離さ

れず、 M365が認識するエピトープが重要であることが明らかとなっ

たo M365， M8L M20， M36はいずれも訂sのプラスミン分解フラグ

メント PI-P4(第二章参照)に反応しうるので、これら削bはすべ

て ClsのドメインWとV内にそのエピトープをもつが、ごく限られ

た領域に MAbが結合することにより IgMからの Cl遊離現象が生じ

るものと思われる。

表 3 MAb による EAlgMClからの Clの遊離

MAb subclass 平ubunitof C1s cell bound C1 recogoized (cpm) 

H 365 7， ，κ 日chain 202 

H 81 7， ，" 日 1652 

日 20 7， ，1¥. 日 1754 

M 9 7， ，κ L 1503 

ト， 241 7 lb，，， L 1407 

日 36 '{ lb，κ 日 1457 

日 86 71b，κ L 1588 

1682 

第二節 Clと免疫複合体の結合に対する描365の影響

1251-Clsを含む Clを間365とあらかじめ反応させた後、 EAlgM，

EA 1 gG， EA 1 gMC4あるいは EAlgGC4と皮応させ 1251-Clの結合量を

γカウンターで測定した口

-43-



a) 

31"' EAI宮GC4

・---自¥¥  
A¥¥A一一-

EAIgMC4 

¥¥¥ウ

¥¥  

1>---1>¥ ¥  

3 EAI9日

210l0./@\・ 3~O:><(:二:

4 
EA 19M 

2 

2 

¥一

¥¥一一

:¥、
¥¥←--_.... 

、ム¥¥¥A

"00.5 
c 
a 
o 
iコ

s. ‘nL' 1 
0.1 10 - 0.1 10 

concentration (jJg/ml) 

。!1;100
antibody 

。

i
 
Lυ 

.EAlgMC4 EA IgM 

O --o 
o 

一_J..-胸骨司四ーー-J..
..........--J..-← 

1.5 
o 

/ 

1.5 

1.0 

{
7
0伊

X
E
a
u
}
5
Eコロ』

-t一一一一四千一一一一一AE.  ... 
10 20 30 30 

32) a) M365による免疫複合体とClの結合阻害

125トC1('25I-Cls)100μlとM365-1凶作-.6.)， M365-F(ab')2(恥...;.)， 

M365-Fab(A-A)， M241(eーe)あるいはGGVB(

20 10 。
time (min 1 

。

(図

)100μIを30
0

C.30分間O 

反応させた。更に100μlのEAIgM.EAIgG， EAIgMC4，あるいはEAIgGC4を加

125トC1の締胞への結合撃を測定した。えて370C.30分間皮応させ、

縦軸lこ細胞に結合した125I-C1sの放射活性を示した。

b) EAlgMとEAIgMc4へのC1結合の時間的経過

125I-Clsを含むC1と60μg/mlのM365(.6.)あるいはGGVB(0)を30
0

C.30分

間反応させた後、 EAIgMあるいはEAIgMC4を反応液へ加え37
0

Cで皮応さ

せ、時間毎にくみだして'25I-Clの細胞への結合霊を測定した。
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図 32a ，こ示すように M365が結合した Clは EAIg請には全く結合

できないが、 EAIgG，EAIgGC4 ，こは結合可能であった。また C4bが多

量に結合した EAIgMC4，こは若干量の Clが結合した。

EAJgMと EAIgMC4への Cl結合の時間的経過をみると、 M365存在下

では Clの EAlgMへの結合は完全に、また EAIgMC4への結合は部

分的に抑制された(図 32b)。

第三節 要約ならびに考察

Cls こ対するそノクローナル抗体である M365を EAIg盟Clと反応

させると cTは M365-Cl複合体の形で EAから遊離した。また描365

が結合した Clは EAIgM，こ結合不可能であり、 MAbのこのような効

果は M365に特異的であった。 M365のエピトープは clsのH鎖のド

メインWとV内に存在するが、ドメイン内のある特定の領域に抗体が

結合することにより IgMと Clの結合そのものが不安定となるもの

と思われる。

その機序として、(1)M365の認識するエピトープの近傍が C1I'2-

Cls 2 四重体と Clqの結合に関与しており、 M365が結合することに

より Clqのコンフォメーションにゆがみが生じて Clqと IgM分子

との結合が不安定となり、 Cl-踊365複合体の状態で IgM分子から離

れる。 (2)1 gMとClとの結合が Clqと Cμ4 ドメインの結合のみでな

く他の部分での相互作用も存在することを示唆する報告があるが~5) 、

Clsの M365の認識するエピトープ近傍が IgMとの相互作用に関与

しており、 M365が結合することにより Cl-IgM結合が不安定となり

Ig描から遊離するの二点が考えられる。

F
0
 
4
 



IgG抗羊赤血球抗体で感、作した EAを用いた場合には、 M365は Cl

遊離を起こさず Clの EAlgGへの結合も阻止しない。このことは細

胞上での IgM-Cl結合と IgG-Cl結合の様式が異なっていることを訴

している。 Sandbergらは IgGと IgMへの Clの結合が温度により

異なることを報告している-1-8)-1-7)。著者の実験においても Clは 40C

で EAlgMClから自発的に遊離していくが、 EAIgGClからは遊離せず、

JgMと Clの結合が低温で不安定になることを示している。しかしな

がら、低温での EAJgMClからの自発的な Cl遊離のメカニズムと

M365による Cl遊離のメカニズムが同じか杏かは不明である。

また EA上iこ C4bが存在している場合、 M365，ζよる Clの遊離は
低下し、 Cl...:M365複合体の EAIgMC4への結合も完全には限止されず、

EA上の C4b分子と Clとの間になんらかの相互作用が亀戸ことを示

唆している。 Circoloらは、ヒトあるいはウサギの IgM抗赤血球抗

体上には C4bが結合しないと報告しているので-1-8)、細胞膜に結合し

ている C4bと訂の間に相互作用が生じていると考えられる。

Clsの SCRsで構成されているドメインWとV内には C4結合部位

が存在し、 C4bとも弱い親和力で結合することが明らかとなっている

2330 更に cIrも Clsと同じ SCRs ドメインを持っておりミ Clと細

胞膜上の C4bはこれらのドメインを介して相互作用している可能性

があると考えられる。
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結論

モノクローナル抗体安汗jいて補体第一成分の亜成分である CIsの

機能ドメインの解析を行い以下のような結果を得たロ

1) Clsの基費である C4と C2，こ対する結合部位は互いに異なり、

C4結合部位は触媒部位と離れた H鎖上に存在する口

2) CIsをプラスミンで限定分解し C4結合部位を認識する MAb

との反応性をみることにより、 C4結合部位が Clsのドメイン

lVと Vから構成Eされている γ ドメイン内に存在することを示し

Tこ。

3) eTs はドメイン盟とv，こシアル般を合む N-linkedoligo-
saccharideをもつが、ドメインVの糖鎖は C4結合に関与

していないo

4) Substrale-blotting法iこより Clsの SCRsの主なリガンドが

C4であること、また C4b，こも弱い親和性をもつことを示した。

5) 1 gMと Clの結合を訂sの特定のエピトープ告認識する MAb

が阻止することから、細胞上での IgMと Clの結合様式と

IgGと Clの結合様式が異なる可能性を示唆した。
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1.実験材料

(1)酵素

N-glycanase 

O-glycanase 

endoglycosidase F 

endoglycosidase H 

neuraminidase 

avidin-peroxidase 

papaln 

pepsln 

plasmin 

(2)基質

TAME 

ALME 

ATEE 

AAME 

O-phenylenediamine 

4-chloro-l-napTthol 

(3) 1鍛推向位元京

Na1251 

実験の部
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Genzyme社

Genzyr間社

Genzyme社

Sigma社

Sigma社

Vecter社

Sigma社

Sigma社

永木博士らにより精製されたもの

KabiVitrum社

Sigma社

Aldrich宇土

Aldrich社

ペプチド研郷fi

手口湖踏窃長式会社

Bio-Rad宇土

Amersham社



(4)樹脂及びカラム担体

Sepharose 6B 

Sephadex G-200 

Sephacryl S-200 superfine 

DEAE Sephadex A-50 

DEAE Sephacel 

Pharmacia社

Pharmacia社

Pharmacia社

Pharmacia社

Pharmacia社

Pharmacia社

官hatmanネ土

Whatman社

Q Sepharose 

DEAE cellulose (DE32) 

CM cellulose (CM32) 

(5)試薬

PMSF 

p-APMSF 

IAA 

ITIIA 

BSA 

ベンザミジン塩酸

Sigma社

和主防膝株式会社

寺町L*儲矧式会社

Sigma社

Sigma社

東京化成工業株式会社

bioiin succinimide ester 

Iodogen 

Enzymobeads 

Pierce社

Pierce社

Bio-Rad社

体抗

HRP conjugat吋 goatanti-mouse IgG 

IgG抗羊赤血球抗体

IgM抗羊赤血球抗体

Bio-Ra d社

Cordis社

Cordis社
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(7)細胞培養用試薬・材料

RPMI 

Aminoplerin 

8-Azaguanine 

lIypoxanlhine 

2' Deoxylhymidine 

PEG 4000 

Slreplomycin 

Penici 11 in 

FCS 

Dimelhylsulfoxide 

Prislane (2，6，10， 14-Telramelhylpenladecan) 

Freund's complele adjuvanl 

Freund's incomplele adjuvanl 

96穴平底プレート

24穴プレート

(8)動物

マウス BALB!c

マウス (BALB!cx C57BL!6) Fl 

F
D
 

Gibco宇土

Sigma社

Sigma社

和三協践窃k式会社

P-L Biochemicals 

石津製薬株式会社

明治製菓株式会社

明治製菓柄式会社

Cell Culture Laboralories 

石津製薬株式会社

Sigma社

DIFCO社

DIFCO社

Falco時土

Corning社

静岡実験動物センター

静岡実験動物センター



(9)機器

分う白白支計〈期odel200-10 spectrophotometer) 

(Model 200-20 spectrophotometer) 

電気伝導度計

pHメータ…

限外瓶詰器

γーカウンター (AlokaARC-600) 

gas-phase protein sequeneer (model 470A) 

ゲ、ルメンプラン転写装置

エタトラフォー

マイクロプレートフォトメーター (MTP-12)

(10)その他

X線フィルム

ニトロセルロース膜

蛋白用分子量マーカー

ELISA用マイク口プレート

溶血活性測即日マイクロプレート

りムFD
 

目立

日立

ラジオメータ一社

ラジオメータ一社

アミコン

アロカ社

Applied Biosystems 

マリソル産業

LKB 

コロナ株式会社

Eastman Kodak社

Bio-Rad社

Bio-Had社

タイターテック主上

位当之ベークライド



2.一般的手法

補体J-J%-}の定量

1.緩衝液

1)ベ口ナール緩衝液ストック溶液 (5VB)

塙化ナトリウム 83. 0 ';J 

パルピタールナトリウム 10. 19$J 

1 N塩酸 35. 071lQ 

蒸留水を加えて全量を2Qにした。

2) O. 1M EDTA溶液 (p1l7.3) 

EDTA 3ナトリウム

1 N塩酸

蒸留水を加えて全墜を1Q'こした。

3)メタルストック溶液 (0.15M塩化カルシウム， 1M塩化マク。ネシウム溶液)

塩化カルシウム(無水) 1. 67';J 

41. 22$J 

適量

塩化マグネシウム 6水塩 20. 33';J 

蒸留水を加えて全撃を10071lQ(こした。

4)ゲラチンベロナール緩衝液 (GVB)

ゲラチン 1. 0 ';J 

5VB 200 71lQ 

メタルストック溶液 1. 071lQ 

蒸留水を加えて全量をはにした。

q
U
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5)グルコースゲラチンベロナール緩衝液 (GGVB)

ゲラチン

5VB 

クツレコース

メタルストック溶液

蒸留水を加えて全震を1~Uこした。

1. 0 fJ 

100双E

25. 0 fJ 

1.0双E

6) O.OlM EDTAゲラチンベロナール緩衝液 (EDTA-GVB)

ゲ、ラチン 1. 0 fJ 

5VB 200波2

O. 1M EDTA溶液 100 l1lfl 

蒸留水を加えて金量を1fl'こした。

2.補体成分

1)モルモットC1(C1gp) 

間elsonらの方法に従い分離した4830

2)モルモットC2(C2gp) 

Nelson法の変法で分離した。

モルモット血清から、中性、沈澱でC1を除き、 DEAE-、CM-celluloseによ

るカラムク口マトグラフィーを行なった。

3)ヒトC1(C1hu) 

Gigliらの方法に基づ、き分離した6030

4)ヒトC2(C2hu) 

ヒト由清から、硫安アンモニウムによる塩析、 DEAE-、CM-celluloseに

よるカラムクロマトグラフィーで分離した。

5)ヒトC4(C4hu) 

Bolotinらの方法に基づき、ヒト血清から分離したらI)。
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3.感作羊赤血球 (EA)

Mayerの方法に従い52¥羊赤血球 (E)の細目印漢をウサギに免疫して抗

体を作成した。抗体の至適濃度を決定して、羊赤血球と反応させた。血

球数は 5X108/711QJ2.l上の時には 541nmの吸光疫を、1.5xI08/711Q以下の

時には 415nmの吸光度を測定し、あらかじめ実測したi血球数と、それを

溶血させた時のI投光度から得た標準直線から計算した。

4. intermediate cells 

1) EAC1gp cell 

EA (1. 5x108/成立)と 300u/械の濃度の C1gpを等量混合し、 30
0

Cで15分

間反応させて作製した。

2) EAC1gp4hu cell 

EAClgp cell (1.5XI08/m)と C4hu(300u/cell)を等霊混合し、 30
0Cで20

分間関芯させて作製した。

3) EAC14hu cell 

キレート剤 TTIIAを用いて Nagakiらの方法により EAとヒトプール血

清より作製した53)。

4) EAC4hu cell 

EAC14hu cellを EDTA-GUB中で37
0Cで15分間加温することにより C1を

EAから遊離した。

F
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5.溶血活性の測定

1) C4hu 

EAClgp cell(l. 5xI08/mQ) 0.2mQ ，ζGGVBで段階希釈したサンプルO.2mQ 
を加え30

0C、20分間反応させる。 300u/叫の C2gpを O.2mQ加え更に

30
0C、30分間反応する。その後 C3-C9として O.01M EDTA・GVBで50倍希

釈したモルモット血清 (C-EDTA)2.4械を加えて37
0C、60分間反応する。

遠J(A麦415nmの吸光度より溶血率を求め、 cellあたりの活性を site

形成数 (z)で表現する。

2) C2hu 

ELISA 

EAC14hu cell (7.5xI07/減)0.4mQ ，こGGVBで段階希釈したサンプル
O. 2械を加え、 30

0

C、4分間反応する。 C-EDTA2. 4械を加えて更に3TC、

60分間反応させる。

注)マイクロプレートを用いた溶血活性測定の時は、反応液震を 25JLQ

とし、 C-EDTAのみ 50JLQとする口

《謝。

O. 02M炭酸緩衝液 (pll9. 3) 

O. 5児BSA-PBS

3児BSA-PBS

0.05出Tween20-PBS 

HRP結合ヤギ抗マウスIgG

0-フェニレンジアミン

2訓JI2SO.j.
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《基質溶液の調整》

1 % (w/v) o-phenylenediamineメタノール溶液 1mQ 

蒸留水 99mQ 

30% "202 10μ立

使用直前に混合する

《操作》

1) O. 02間炭酸緩衝液 (pH9.3)で10μg/成立の濃度になるよう読I盤した C1s、

あるいは C1s30J1Qをマイクロプレートの各 well，こ入れ、 40Cで一晩放

置する。

2)各 wellを 0.5月BSA-PBSで 2回洗った後、税 BSA-PBSで wellを満た

し室温でi時間反応させる。

3)説 BSA-PBSを吸引で除去後、 25J1Qの細胞倍養上清あるいは精製 MAbを

加え室温で1時間反応させる。

4) O. 05出Tween20-PBSで各 wellを3回洗う。

5)説 BSA-PBSで適宜希釈した HRP結合ヤギ抗マウス IgG25J1Qを各 well

に加え、室温で1時間反応させる口

6) O. 05% Tween 20-PBSで4回洗う。

7)基質裕液 25J1Qを加え、遮光して室温で30分間反応させる。

8) 2M H2S0~ 25J1Qを加えて反応を停止させた後マイクロプレートフォトメ

ーターで、492nmの吸光度を測定する。
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モノクローナル抗体及びそのフラグメントの精製

1. IgGの精製

1)硫安塩析

。℃で宣告平日lこした硫酸アンモニウムをマウス腹水に加え、最終飽和度45%

として問、 30分間析出させた。析出した枕澱を45先飽和硫酸アンモニウム

で1回洗い、 O.02MNaClを含む0.02期Tris-HCl緩衝液 (pH8.0)に透析し

Tこ白

2) DEAE-Sephacel カラムクロマトグラフィー

O. 02M Tris-HCl、O.02M NaCl (pH8. 0，イオン強度0.03)緩衝液で平衡

化したカラムにサンプルを添加し、同じ緩衝液でカラムをよく洗った後、

0.35M NaClを含む TrisーHCl緩衝液とで・埴濃度勾配で熔出した。各フラク

ションを還元条件下で SDS-PAGE(10めを行い、 IgGを含むフラクショ

ンのみをプールした。

2. Fabフラグメントの精製54-)

1) ./-e./-eイン消化

O. 01Mシステイン、 2mM EDTA， o. 075M NaClを合む0.075Mリン酸緩衝

液 (p1I7.0)にて透析した IgG，こ同緩衝液で lmg/JflQの濃度に溶解したノf

パインを重量比で説となるよう加えて37
0C、8時間インキュベートした。

2) Sephacryl S-200 superfine によるゲル櫨過を行った。

3) O. OlMPB (pH8. 0)で平衡化じた DE32カラムに添加し、非吸着画分をプ

ールした。

3. F (ab') 2 フラグメントの精製55)

IgGを70分のl重量のペプシンで O.lMクエン酸緩街j夜中 (pH3.5)で

37
0

C、8時間消化した。 2MTris-HCl緩衝液 (pH8.6)を加えて pHを中性

にして反応をとめ、 SephacrylS-200'こよるゲルI都品を行った。

口
6FD
 



蛋白質のゲノレ電気泳動

1. SDS-PAGE 

《試薬》

RI アクリノレアミド 30. O$J 

封， N'ーメチレンピスアクリルアミド O. 8$J 

蒸留水を加えて全量を100mQ'こした。

R2 Tris base 1& 15$J 

1N域駿 31. OmQ 

TEMED O. 23mQ 

蒸留水を加えて全量を100mQ'こした。

ホR2Tris base 5.98$J 

1N塩酸 48. OmQ 

TEMED O. 23mQ 

蒸留水を加えて金量を100mQ'こした。

R3 過研峨ナトリウム O. 3$J 

蒸留水を加えて全量を100mQ'こした。

泳動用緩倍j夜

[25mM Tris base-192m踊グリシン-0.1児SDSJ

Tris base 3. O$J 

14. 4$J 

10mQ 

グリシン

10% (W/V) SDS 

蒸留水を加えて全量を1Q'こした。

Q
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サンフツレ緩衝液 (2x濃度)

[62.5mM Tris-I1Cl (pH6. 8)-2先(W/V)SDS-10出(V/V)

グリセロール-0.01%(官/V)f口ムアェノールブルー]

サンプルを還元する時は上主緩衝液に 2MBを10%となるよう加えた。

染色液

PAGE-'-ブルー(第一化学薬品彰拭会社)

シルバーステインキット (Bio-Rad社)

脱色液

25児メタノール-8先酢酸

分離用ゲ、ル溶液

R1、R2、郎、 10%(w/v)SDS、蒸留水を一定の割合で混合して、 7.5先あ

るいは10先アクリルアミド、 375mMTri s-I1Cl (pII8. 8)、O.1出SDS溶液

を調整した。

j蹴着用ゲ、Jレ溶液

R1、本R2、問、 1O%(W/V)SDS、蒸留水を用いて説アクリルアミ人

125mM Tris-IICl (pII6. 8)、O.1出SDS溶液を調整した。

泳動条件

100V定電圧

色素マーカーがゲ、ルの下端にくるまで、泳動。
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Immuno-blotling 

《試薬》

0.5売却P40-PBS

0.05出Tween20-PBS 

3先BSA-PB

4-クロロー1-ナアトール

30% H202 

0.02 M Tris-HCl， 0.5M NaCl(pH 7.5) 

{i伝写用緩衝液》

Tris-base 

グリシン

メタノーjレ

蒸留水を加えて全援を 1Q'こした口

{!I忌写条件》

42-45V 2時間

《操作》

3. 0$1 

14. 4$1 

20071lQ 

1) SDS-PAGEで、分離された蛋白のニトロセルロース膜への転写は Towbinの

方法に従い行った。蛋白がl伝写されたニトロセルロースj撲は残留 SDSを洗

かするため O.5完封P40-PBS中で40C、一娩インキュベー卜した。

2) O. 05児Tween20-PBSで、5分間づ、つ3回沈浄後、 3出BSA-PB中で370Cで1時間

反誌させ非特異的結合を紡いだ。

3) O. 05% Tween 20-PBSで、5分間ずつ3回洗浄。

4) 3児BSA-PBで 1J1$f/71lQ前後に調整したモノクローナル抗体、あるいは培養

上清そのものをニトロセルロース践にマウントし、 370Cで1時間インキュベ

ートした。
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5) O. 05% Tween 20-PBSで10分間ずつ3回洗浄。

6) 3知SA-PBで希釈した HRP結合抗マウス JgG抗体をニト口セルロース膜

にマウントし37
0C、1時間インキュベートした。

7) O. 05児Tween20-PBSで̂10分間ずつ4回沈浄。

8) 4-クロ口一1-ナフトールを 371lfj/械の濃度になるよう冷メタノーjレ5711Q，こ

溶解し、 30出H202 15JLQを含む 0.02Mトリス緩衝液(pH7. 5) 2571lQと使用前

に混合し、発色液として用いた。

蛋白質の 1251標識

1)ヨードゲン法

100μfj/双dの濃度になるようヨードゲンをジク口口メタンに、溶解し、1.5JJlQ 

のプラスチックチュープiこ500JLQずつ分注し、 l昼夜ドラフト内で放置し乾

閉させた。このチューブlこ蛋白質溶液 400J1Qと Nal25J50μCiを加え、室潟

で時々撹搾しながら20分間反応させた。反応後 12，00071で10分間遠心し、上

清iこれを加えて反応、を停止し透析を行った。

2) Enzymobeads 法

失活しやすい蛋白質の場合には、Bio-Rad社の Enzymobeadsを用いマニュ

アルに従って標識し、 PD-10カラムにより未反応の 1251を取り除いた。

蛋白質のピオチン標識

o. 1M NaIIC03 ，こて透析したモノクローナル抗体及び ClINA(171lfj!7IlQ)1711Q'こ、

biotin succinimide ester (1JJlfj/7IlQ DMSO) 60JLQを加えた。室湯で4時間よく

混合しながら反応させた後 PBS(pII7. 4)にて透析した56)。
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3.第一章の実験

CIsの精製

1)オイグ口プリン分割

新鮮ヒト血清1容量(40C)に 5mMCaC12を含む蒸留水4容量(4
0C)を加え、 pH

を7.4'乙調整し、低温室で2時間撹砕した後10，ooo~で20分間違心したo 沈澱

を5mMCaC12を含む o.3M Tris-HCl緩衝液(pH8.0)で一度洗った後0.5MNaCl、

5mM CaC12を含む O.01M Tris-HCl緩衝液(pH8;0)に溶解した。

2) Sepharose 6Bによるゲル託部品

O. 5M NaCl、5mMCaC12を含む O.01M Tris-HCl緩衝液(pH8.0)で平衡化し

た Sepharose6Bカラム (5x86cm)にサンプルを添加L花。¥訂の溶血活性を示

すフラクションをプールし分子量2万カットの!民 (UP-20東洋樹ωを用いて
限外絡過法で濃縮し、 O.01M EDTA、0.15MNaClを含む O.01M Tris-IICl緩

衝液 (pI17.8，9.2ms/cm)にて透析した。

3) DEAE-Sephadex A-50イオン交換クロマトグラフィー

上~[緩衝液で平衡化したカラム (2x22cm) に添加し、同じ緩衝液でカラム

をよく洗浄した後 0.4MNaClを含む緩箆液との閣で塩濃度匂配で溶出したB

CIsはイオン強度O.29---0. 31で溶出され、その部分をプールじ濃縮した。

4) Sephadex G~200'ζ よるゲノレ祷過

0.5M NaCl、O.01M EDTAを含む O.01Mリン酸緩衝液 (pH7.4)で平衡化し

たカラムで最終の精製を行なった。 CIsの活性を示すフラクションをプール

し、濃縮後 SDS-PAGEを行ない単一の蛋白質であることを確認した。
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c1sの精製

1) PEG沈澱

新鮮血清にCaC12、benzamidine，PMSFを各々 5mM， 10mM， 1mMとなるよ

うに加え20C~こまで冷却し、 PEG 4000去最終濃度協(W/V)となるように加え

て低温で30分間撹枠した。 10，000f}で20分間遠心後、 t沈澱を5%P郎、 O.15M 

NaCl、5mMCaC12、10mMbenzamidine、1m期間SFを含むO.01M Tris-HCl緩衝

液 (pH7.4)で洗い、 DEAE-Sephadexカラムの平衡化緩衝液に溶かした。こ

れ以後の精製はど1s精製と同様の方法で行なった。ただし、緩衝液には10mM

benzamidineと1州 PMSFを力日えた。

精製 C1s及び Clsの SDS-PAGEを図 32に示す。

C1s 
守 一….ー一-一一一~. ~ <:~~'.~:::‘ :i::，~，:，，~~.J..;j 竺-:::..'1J吉弘，~.m;Ú'~"i~j-':三7 ・':::r:-で，・喝

.....:--r...咋.，:;:;r.凸 J'~':':~:f.酬七百ユ、占t山J・ ;r-~ち~:，"Z_;t，: ~tι・....j:- ・'，:.・
ι ー・ ，y;:::..; 守 ~r 、i:.: 同 C ペゴ乙'';.:-:''lI-;-<，-':.C:;';;・.~，;'.._'、 %回

ー...(ツ;'• ..~"1・:~~~~:~;~・-γ巧~~t....:~~"':'叫'::Jブ・，;;}.}.... ~':.~.j;~-;j!.ì;:み!，，(:'~.:Ei~ι以晶子~~-，.，， '. 
与帆aニよ斗戸{与ぷと....::.ピ~-~

匂灘脚凶 :じ己:品況!ケ沿:喰云:;j:，~立怠ぬ急叫'.?:主;討ß芯鈴鈴主主2L必?ち沼J誌滋三誌~卦i滋弓お輯考;之汲:;3羽f持H:.ど?乙乙;二"どa三1二

~~. : :" ~ :.可.，・:::.:'~~:以li:.1.ι

NR R NR R 

ClINAの精製

(図 32)

Cls， Clsの還元(R)、
非還元(叩)条件下で

のSDS-PAGE(時 ge1)

C1INAの精製は Salvesenらの方法に基づいて行ったが57)、すべての精製

段階の緩衝液に 5m現benzamidineと O.2mM p-APMSFを加え、最後の精製

段階とLて SephacrylS-200 Superfine によるゲル主部品を付け加えた。
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モノク口ーナル抗体の作製

C1s'こ対するモノクローナル抗体は KohlerとMillsteinl3) の方法に準

じて作製した。精製ヒトC1sを (BAしB/cx C57BL6)F 1マウスに2週間関隔で

4田免疫し最終免疫から3日後の牌細胞を BALB/c由来のミエローマ細胞封S-1

cellと細胞数 5:1の割合でポリエチレングリコール法により融合した。培

養細目包上清中の抗{本活性は ELISA法でスクリーニングし、陽性クローンのみ

を選んだ後、更にC1sによる C4、 C2 分解活性を~.EI.Jl.するクローンをマイクロ

プレートによる溶血反応の阻i上で選択した。陽性クローンはサブクローニン

グし、得られた細胞をプリスタンをあらかじめ注射し 400"'500radのx線を

J{制すしたマウスの腹腔内に注射して腹水を採取した。

MAbによる訂sのエステラーゼ活性阻害の測定

o. HM NaCl、O.01先日SAを含む o.1M Tris-IICl緩衝液 (pII7. 4) o. 5711Q中で

C1s 1. 5ω と変量した MAbあるいはその Fabフラグメントを370C、30分引

き続いて4
0

C一晩反応させた。

基賓として、 AAME(10mM)あるいは ALME(10mM)をO.5711Qずつ反応液中に

加え、 300C、i時間反応させた。 ATEE(5m却)あるいは TAME.(10mM)を基質

として用いる時は、 300C、2時間反応させた。 cTsによって加水分解された基

質量は Hobertsの方法に従って定量した15】。

C1sのエステラーゼ活性は次式で与えられる。

OD500(buffer + substrate)-OD5oo(Cls + substrate + antibody) X100 
OD500(buffer + substrate)-OD500(訂s+ substrate) 
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4.第二章の実験

二次元 SDS-PAGE58】

O. 06M NaClを含む 0.02話Tris-HCl緩衝液中で C1 S (1711f) /7Il{l)とプラス

ミンを S/E比 20(w/w)で 370C、2時間反応させ、非還元条件下で10児の円筒状

SDS-ポリアクリルアミドゲル(痘径271l71z)，こ添加した。泳動後ゲルは協 2-ME
を合むサンプル緩鮪液中で室温30分間放置した後、 1607llX16o双X271l双の 10%

SDS-スラブポリアクリルアミドゲル上にのせ1先アガロースで国めてから泳

動した。

c1s及び C1sのプラスミン分解フラグメントの糖鎖除去

C1sをヨムドゲン法にて1251標識 (3.07 X 105cpm/μfI)した後、 O.06M NaCl 

を合む O.02M Tris-HCl緩衝液 (pH7.4)中でプラスミンと S/E比20(w/w) 

で37
0

Cで反応させた。 2時間後 p-APMSF、IAA...EDl、Aを各々 0.2m問、 25m問、

10mMとなる様加えて反応を停止させ、 20m現Tris-マロン酸緩衝液(pH7. 0) 

にて一晩透析した。

約18μgのサンプルをO.24UのN-glycanaseと37
0

C16時間、あるいはO.03Uの

neuramihidaseと3TC1時間反応さ‘せた。またあるサンプノレは neuraminidase

処理を行なってから、 0.24Uの百一glycanaseあるいは3mUの Q-glycanaseと

370C、16時間反応させた。 Q-glycanase処理の場合には、上諮繍液lこ1mM

1作酸カルシウムと 10mMD-galactono-γ-ladoneをJJOえた。

Endoglycosidase H消化は、 O.1完封P40を含むO.05M酢酸ナトリウム緩衝

液 (pII5.5)中で37
0

C、6時間行った後、更に endoglycosidaseHを加

えて37
0

C、16時間行った。 EndoglycosidaseF消化は O.05M ED旬、 O.1先

NP40、O.1% S郎、出 2-MEを含む 0.1Mリン酸ナトリウム緩衝液 (pI-I6.1) 
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中で37
0

C、16時間行った。

上記サンプノレは 16cmX16cmのサイズの SDS-スラフeゲ、jレに添加し、オート

ラジオグラムで角科斤した。

substrate-blotting 

1) C9の精製

Bieseckerらの方法に基づき精製した SS}0

2) C4bの精製

C4精製時の粗国分より Q-Sepharoseカラムを用いて分離した。

3) C4及びC4bの125}標識

ヨードゲン法にて行った。 125}-C4の溶IiII.活性は未標識 C4活性の84児で

あっTこ白

4) substrate blotting 

C1s、C1sめフ。ラスミン分解フラグメント、及び C9を非還元条件下で 10出

SDS-PAGEで分離し、ニトロセルロース膜lこ転写した後、膜を説 BSA-PB[1] 

で370C、1時間加温した。ニトロセル口一ス膜をカットし、各々へ 125I-C4

(6. 62μCJ/雄、1.8 X 106cpm)あるいは 125I-C4b(20.4μCJlmQ，1.85 X 106cpm) 

を加えて宣組で90分間反応させた。緩衝液は 70mMNaCl、2.5月dextrose、

O. 5% BSAを含む 5mMPB (pH7.4)を用いた。

ニトロセル口ース膜上の Clsの活性を不活化したい時は O.5州 p~APMSF

でニトロセルロース肢を前処理した。またモノク口一ナル抗体による阻害実

験の場合は 125}ーはと反応させる前にモノクローナル抗体と室温で30分間反

応させた。

更に、米糠識は、 C4bによる措抗実験の場合には、 1251楳識C4、C4bを同

時存在下lこニトロセルロース践と反応さ・せた白ニトロセルロース膜と反応し
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た C4は SDS-PAGE(7. 5児)後オートラジオグラムで角税庁し、ニトロセルロ

ース膜は 0.05児Tween20を含む上言改選街液で10分間ずつ2回洗った後オート

ラジオグラムで角科斤した。

26k-HFの精製及び同足立高アミノ酸分析

1)抗体カラムの作製

約60m$}の話81をブロムシアンで活性化した Sepharose4Bに結合させた。

2) 26k-HFの精製

新鮮ヒト血清500mflより M81結合 Sepharoseカラムを用いて約30仰のC1s

を精製した。精製 C1sを S/立比 20(w/w)の割合でプラスミンと37
0C、2時間

反応させ、 PMSFを0.5m聞となるよう加えて皮応を停止させた。

上記サンプルを調整用 SDS-PAGE(10月)にて分離し、 C1sのP1フラグメン

トをエクストラフォーにより電気的にゲルから回収した。得られた P1フラ

グメントを引き続き2児2MEと 50mMIAAで処理し、再度 SDS-PAGE(10見)

に添加し、 26kフラグメントを電気的にゲルから抽出した。回収した蛋白質

は 0.05期炭酸水素アンモニウム (pH7.5)に対して透析し、凍主主;吃燥後アミ

ノ酸配列分析装置により N末端アミノ酸の分析を行った。
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5.第三章の実験

C1qの精製

Tennerらの方法に従い新鮮ヒト血清より分離した60)。

C1rの結製

C1s精製途中の DEAESephadexカラムクロマトグラフィーの段階で、 C1rは

C1sよりも低いイオン強度で溶出される。抗 C1r抗体との counter-immuno-

precipitationで C1rの抗原性を検出し、 C1rを含むアラクションをプールし、

更に SephadexG-200'ζよるゲル漉過を行い精製した。

i 25I-C1の再構成

C1qと C1sは Enzymobeads法で 1251標識した。

125I-C1q(32同/m(l)、C1r(20同/7Il(l)及び C1s(20μCJ/7Il(l)あるいは、 C1q(42同

/況の、 C1r(25同/m(l)及び 125I-C1s(22同/刈)を1.5mM Ca2¥O. 6mM Mg2¥ 

0.7% ovalbuminの存在下で総量 O.171l(lのトリス塩酸緩衝液 (pH7.5、イオン

強度 0.14)中で5
0

C、10分間混合しτ再構成した。

MAbによるcellからの125 1 -C1の遊離

EAIgG C1あるいは EAIgMC1 は125I-C1と EAIgGあるいは EAIgMを

37
0C、30分間反応させ、 GGVBで3回洗浄して作製した。

EAIgM C14あるいは EAIgGC14は、 125I-C1sを含む少量の125I-C1と

未標識 C1の混合物 (300U/m(l)とC4(300U/m(l)を EAIgMあるいは EAIgG

へJI国側告合させ作製した。これらの cell(1. 5x108/減、 O.1571l(l)と種々の濃

度の MAb(0. 1571l(l)を30
0C、30分間反応させ、 GGVBで2@1i洗った後、 cellと
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上清の放完封古性をγカウンターで測定した。

-125I-Clのcellへの結合

100JLQの 125I-Cl(7000cpmの125I-Clsを合む)と100JLQの MAbあるいはそ

のフラグメントを300C、30分間反応させた後、 3xI06j械の濃度のcell100JLQ 

を加えて更に37T、30分間加温した。

関芯混合液から50JLQずっとり、 dibutylphthalatee:dinonyl phthalateの

混合物 300JLQのはいっているポリエチレンチューブ4本にそれぞれ重層し、

7200$}で90秒間違心した。チューブは cellpelletsのすぐ上で切断し、cell

と上清の放射活性をγーカウンターで測定した。

125I-Clの 2への非特異的結合は各僅からEへの結合値を差し引くことで消

去した。
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